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摘要: 本研究采用 SMART RACE 方法克隆了三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus) Dnmt2 (PtDnmt2)基因。该基因

cDNA 全长为 1291 bp, 开放阅读框为 1203 bp, 编码 400 个氨基酸。结构域分析显示, PtDnmt2 基因有典型的

C5-DNA 甲基化酶结构域。同源分析表明, PtDnmt2 氨基酸序列与其他物种有较高的同源性。系统进化分析显示, 三

疣梭子蟹 PtDnmt2 氨基酸序列与罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)Dnmt2 关系最近。qRT-PCR 结果显示 , 

PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹所有组织中均有表达, 在卵巢中表达量显著高于其他组织(P<0.05)。PtDnmt2 基因在胚

胎和幼体发育过程中的表达量随发育时期而变化, 其在受精卵和多细胞时期无表达, 从囊胚期开始出现, 随着胚

胎的发育表达量逐渐上升。在性腺发育不同时期 PtDnmt2 基因表达量存在显著差异, 其在卵巢 II 期表达量最高, 之

后逐渐下降; 在精巢中该基因的表达量随着精巢的发育逐渐上升, 在 IV 期达到峰值。本研究结果表明, PtDnmt2 基

因参与了三疣梭子蟹胚胎、幼体和性腺发育调控。 
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DNA 甲基化是一种重要且常见的表观遗传

修饰, 其功能包括调节组织特异性基因的表达[1]、

细胞的分化[2]、基因组印记和雌性动物 X-染色体

的失活 [3], 并参与对染色质的修饰 [4]等 , 在真核

生物的发育中发挥着重要的调控作用。维持正常

的 DNA 甲基化水平, 是细胞分化和组织发育所

必需的。DNA 甲基化需要 DNA 甲基转移酶介导, 

在基因组 CpG 二核苷酸中的胞嘧啶 5碳原子上添

加一个甲基基团, 从而完成共价修饰过程[5]。真核

生物中 DNA 甲基转移酶分为 3 类, 包括 Dnmt1、

Dnmt2 和 Dnmt3。其中 Dnmt2 被认为是真核生物

进化过程中最原始的甲基转移酶[6], 广泛分布于

酵母(Saccharomyces cerevisiae)、昆虫、甲壳动物、

哺乳动物等各类真核生物中。已有研究表明, 该

蛋白在真核生物的发育中发挥着重要的功能, 敲

除斑马鱼(Danio rerio)胚胎中 Dnmt2, 能够导致斑

马鱼视网膜、脑和肝脏出现分化上的缺陷[7], 该实

验还发现, Dnmt2 表达的蛋白主要存在于细胞质

中, 能够将 tRNAasp反密码子环 38C 甲基化, 表明

其还具有 tRNA 甲基化酶活性。 

在无脊椎动物的研究中发现, 敲除果蝇(Dr-

osophila melanogaster)Dnmt2 基因会导致其 DNA

甲基化缺失, 果蝇中 Dnmt2 过量表达能够导致整

体 DNA 甲基化水平显著上升[8]。此外, Dnmt2 
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具有沉默果蝇早期胚胎中的转座子和维持端粒酶

的完整性功能 [9]。在对罗氏沼虾(Macrobrachium 

rosenbergii)的研究中发现, Dnmt2 在胚胎时期表

达量最高, 随着生长发育, Dnmt2的表达量呈现逐

渐下降的趋势。曼氏血吸虫(Schistosoma mansoni)

体内只含有一种 DNA 甲基转移酶基因 Dnmt2, 采

用去甲基化试剂(5-AzaC)降低曼氏血吸虫整体甲

基化水平后, 曼氏血吸虫产卵量和孵化率均显著

下降, 表明 Dnmt2 在曼氏血吸虫卵子发育过程中

具有重要作用 [10]。Dnmt2 在卤虫(Artemia fran-

ciscana)休眠囊胚孵化过程中表达量显著上升 , 

到无节幼体表达量则显著下降, 暗示 Dnmt2 参与

调节休眠囊胚的发育[11]。过量表达 Dnmt2 的果蝇

比正常果蝇有更长的寿命, 并且表现出更强的抗

氧化、抗饥饿等方面的能力 [12]。以上结果表明 , 

Dnmt2 在无脊椎动物生长发育中有重要的作用。 

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是我国

重要的大型海水经济蟹类。为探讨甲基转移酶

2(Dnmt2)基因在三疣梭子蟹生长和发育过程中的

作用, 本实验采用 SMART RACE 方法克隆了三

疣梭子蟹甲基转移酶 2(PtDnmt2)基因的 cDNA 全

长, 并分析了氨基酸序列特征, 采用实时定量 PCR

检测了 PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹胚胎时期、幼

体时期和性腺发育时期的表达情况, 为从甲基化

的角度解析三疣梭子蟹的发育调控机制提供借鉴。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

实验所用的三疣梭子蟹取自昌邑海丰水产养

殖有限责任公司。体重为 25~250 g, 甲宽为 42.51~ 

90.94 mm, 全甲宽 84~170 mm。室内水泥池中暂

养 7 d, 水温(21±2)℃、盐度 33, 每天定时换海水

1/3、清理池底、投喂鱼肉, 不间断充氧气。 

SMART RACE Amplification Kit 、 SYBR 

Primer ExTaqⅡ荧光定量试剂盒、Primer Script RT 

reagent Kit、PMD18-T、LA Taq 酶均购自 TaKaRa

公司, DH5α 感受态和 DNA 回收试剂盒购自上海

生工生物工程有限公司 , Trizol Reagent 购自

Invitrogen 公司。 

1.2  三疣梭子蟹组织样品的采集 

在做性腺发育不同时期基因表达分析时, 每

个时期的个体重复数为 3 个。胚胎、溞状幼体和

大眼幼体由于个体较小, 每个个体提取的RNA量

太少, 因此将取自不同亲本的多个胚胎或幼体分

别混合, 提取 RNA, 每个时期设置 3 个重复。样

品两份, 一份保存于液氮中, 一份卵巢和精巢样

品采用 4%多聚甲醛固定。参照管卫兵等[13]、吴

旭干等 [14]对三疣梭子蟹精巢、卵巢分期的方法 , 

对采集的精巢和卵巢样品初步分期, 从分期的每

组样品中选取 5 个样品切片、HE 染色, 在显微镜

下观察精巢和卵巢的组织学特征 , 根据叶海辉  

等[15]和吴旭干等[14]对精巢、卵巢的分期方法最终

确定精巢、卵巢的发育时期。 

1.3  实验方法 

1.3.1  三疣梭子蟹总 RNA 的提取和 RACE 模板

的合成  利用 Trizol 试剂提取卵巢、精巢、肝胰

腺、鳃、肌肉、胸神经等组织总 RNA, 用紫外分

光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测提取的 RNA 质

量以及完整性。选取其中质量和完整性好的卵巢

总 RNA, 按照 SMART RACE Amplification Kit 

说明书的方法合成 3和 5 RACE cDNA 第一链。 

1.3.2  三疣梭子蟹 PtDnmt2 基因 cDNA 全长克隆 

根据三疣梭子蟹性腺转录组数据中 Dnmt2 基

因片段序列 , 使用 Primer5 引物设计软件设计

Dnmt2 的 3和 5UTR 特异性引物, 在上海生工生

物工程有限公司合成合成(表 1)。使用 TaKaRa LA 

Taq 酶和 RACE 通用引物 UPM、NUP 进行巢式扩

增, 第一轮 PCR 使用 DT2-3F、DT2-5F 以及 UPM, 

30 个循环。第二轮以第一轮 PCR 产物为模板, 使

用 DT2-3S、DT2-5S 以及 NU。PCR 扩增程序:     

94℃ 5 min; 94℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 1 min, 35

个循环; 72℃ 10 min; 4℃保存, 扩增产物经 1.5%

的琼脂糖凝胶电泳、DNA 回收试剂盒回收得到扩

增的目的片段, 检测回收 DNA 浓度, 用 PMD18-T

载体连接目的片段, 10 μL 体系程序为 16℃, 2 h。

连接液转入 DH5α, 冰上放置 30 min 后热激 45 s, 

加入 1 mL LB, 37℃摇床培养 40 min, 150 μL 涂于

氨苄抗性的平板, 37℃过夜, 挑菌摇床培养, M13
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引物检测菌液 PCR, 琼脂糖电泳检测并送电泳条

带大小合适的测序。 

 
表 1  本实验所用引物序列 

Tab. 1  Primers used in this study 

引物 primer 序列(5−3) sequence (5−3) 功能
purpose

UPM(short) CTAATACGACTCACTATAGGGC 3RACE

UPM(long) CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGC
AGTGGATCAACGCAGAGT 

3RACE

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3RACE

DT2-3F GTGCTTTCCATCCTGGTTCA 3RACE

DT2-3S AAGTTGTATGTTACGCCTGCCC 5RACE

DT2-5F GCAGGAAGGACGAGGAGCG 5RACE

DT2-5S CCAGTAAGCCCCGCAACAT 5RACE

β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG qRT-PCR

β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC qRT-PCR

DT2-F1 GCATCAACACGCTCATCAAC qRT-PCR

DT2-R1 GATGAGTGGGTCCGTTGTCT qRT-PCR

 
1.4  PtDnmt2 基因的组织表达分析 

采用 Trizol 提取三疣梭子蟹的卵巢、精巢、

脑神经、肝胰腺、肌肉、肠、胸神经、鳃、各时

期的卵巢和精巢以及胚胎时期和溞状幼体、大眼

幼体时期的总 RNA, 参照 PrimeScriptRT reagent 

Kit 说明书反转录合成 20 μL 体系 cDNA。 

根据三疣梭子蟹 Dnmt2 基因的开放阅读框

(ORF)设计 1 对荧光定量引物(DT2-F1、DT2-R1)

以及 1 对内参引物(β-actin-F、β-actin-R), 使用 ABI 

7500 Real Time PCR 仪和 TaKaRa SYBR Premix 

Ex Taq II 试剂分析 Dnmt2 基因在三疣梭子蟹不同

组织和精巢、卵巢以及幼体不同发育时期的表达

情况。反应体系参照 TaKaRa SYBR Premix Ex Taq 

II 说明书, 10 μL 反应体系包括: 5 μLSYBR Premix 

Ex Taq II (2×)、0.4 μL 的正反向引物、3.0 μLDEPC

水、0.2 μLROX Reference Dye II (50×)、1.0 μL 的

cDNA。反应程序: 95℃ 30 s; 95℃ 5 s, 60℃ 30 s, 

40 个循环; 95℃ 15 s, 60℃ 1 min, 95℃ 15 s。

PtDnmt2 基因的相对表达分析采用 2ΔΔCt 法, 用

SPSS19.0 进行单因素方差分析, Origin2016 作图。 

1.5  PtDnmt2 基因的生物信息学分析 

利用 ContigExpress 拼接软件将测序得到的目

的序列和三疣梭子蟹 PtDnmt2 基因的 EST 序列拼

接得到 PtDnmt2 基因的序列全长。用 DNAstar 中

的 EditSeq 或在线软件 ORFfinder 预测 PtDnmt2

基因的开放阅读框(ORF)并进行氨基酸翻译 , 用

NCBI Blastx 软件分析 PtDnmt2 基因和其他物种

相似性, 用 SingalP4.1 Server (http://www.cbs.dtu. 

dk/services/SignalP/) ExPASy、NCBI Conserved damain 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)

等在线软件预测 PtDnmt2 基因的信号肽序列、分

子量和等电点以及分析其蛋白质功能结构域。将

其他物种的 Dnmt2 氨基酸序列同三疣梭子蟹

PtDnmt2 氨基酸序列用 DNAman 软件进行同源性

比较, 采用 MEGA4.0 软件构建 PtDnmt2 氨基酸

NJ 系统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  PtDnmt2 基因的 cDNA 全长及序列同源性 

分析 

三疣梭子蟹 PtDnmt2 基因全长为 1291 bp, 

GenBank 登录号为 MF360014, 3和 5UTR 分别为

45 bp 和 43 bp, 开放阅读框(ORF)长 1203 bp, ORF

编码 400 个氨基酸。预测 PtDnmt2 表达蛋白的分

子量 45.627 kD, 理论等电点是 6.67, 具有 C5-甲

基化酶结构域, 无信号肽序列, PtDnmt2 基因如图

2 所示。通过在线 Blastp 对不同物种 Dnmt2 氨基

酸序列比较, 结果显示, PtDnmt2 氨基酸序列保守

性相对较高, 三疣梭子蟹编码的氨基酸序列和罗

氏沼虾的一致性为 56%。利用 MEGA 4.0 软件采

用邻接法构建三疣梭子蟹 PtDnmt2的系统进化树, 

结果显示三疣梭子蟹 PtDnmt2 同罗氏沼虾进化上

关系最近, 聚为一支, 再和黑腹果蝇等昆虫纲物

种聚为一支, 与脊椎动物关系较远(图 1)。 

2.2  PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹胚胎和幼体时

期的表达分析 

在早期胚胎发育中, PtDnmt2 在受精卵和多

细胞期没有表达, 从囊胚期开始表达, 且表达量

逐渐上升, 在无节幼体时期表达量最高(图 3)。在

大眼幼体时期, PtDnmt2 的表达量较溞状幼体 IV

期有所上升, 但在大眼幼体末期第 5 天, 其表达

量明显下降(图 4)。 
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图 1  基于 Dnmt2 氨基酸序列构建的 NJ 进化树 

Fig. 1  NJ tree based on Dnmt2 amino acid sequences 

 
2.3  PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹中的组织分布

以及在性腺不同时期的表达 

利用Real-time PCR分析了PtDnmt2基因在三

疣 梭 子 蟹 各 组 织 中 的 表 达 情 况 , 结 果 显 示

PtDnmt2 基因在卵巢、精巢、鳃、脑神经、肠、

肝胰腺、肌肉、胸神经中均有表达(图 5)。PtDnmt2

基因在卵巢中的表达量最高并显著高于其他组织

(P<0.05), 精巢和肌肉次之, 之后依次是脑神经、

肠、胸神经、肝胰腺以及鳃。对三疣梭子蟹 PtDnmt2

基因卵巢组织不同时期的表达情况分析后表明 , 

PtDnmt2 基因在卵巢 II 期的表达量最高并显著高

于其他时期 (P<0.05), III 期次之 , IV 期最低 , 

VE~VI 期表达量有所上升, 仍显著低于前 3 期(图

6)。对精巢组织不同时期的表达情况进行分析发

现, I~IV 期表达量逐渐上升, 在 IV 期表达量达到

峰值并显著高于其他时期(P<0.05), V 期表达量则

下降(图 7)。 

3  讨论 

目前, 对 Dnmt2 功能的研究主要集中在脊椎

动物如大鼠[16]、斑马鱼[7]以及无脊椎动物中的果

蝇[9]。在甲壳动物中的研究还较少, 仅在罗氏沼

虾、卤虫(Artemia franciscana)等少数物种中有相

关研究[11, 17]。已有研究表明, Dnmt2 不仅能催化

DNA 甲基化, 还能够催化 tRNA 甲基化[7]。与其

他 Dnmts 相比，Dnmt2 在结构上缺少调节作用的

N 端, 但具有催化功能的 C 端, 其 C 端包含一个

目标分子识别区(TRD), 能够识别特定的目标分

子[18]。本实验克隆的甲壳动物三疣梭子蟹 PtDnmt2

基因, 其 cDNA 序列全长 1203 bp, 编码 400 个氨

基酸。通过氨基酸序列同源性比较, 发现该基因

同其他物种同源性较高, 同罗氏沼虾的一致性为

56%。通过 BLAST 和 SMART 等在线分析软件发

现, PtDnmt2 氨基酸序列包含 C5-DNA 甲基化酶

结构域, 因此推测其具有 DNA 甲基转移酶活性。 

对罗氏沼虾胚胎发育研究发现, Dnmt2 基因

表达量从受精卵开始呈现下降的趋势[17]。本研究

通过实时定量 PCR 发现, 胚胎发育阶段, PtDnmt2

在受精卵和多细胞时期无表达, 其表达量从囊胚

期开始出现并且逐渐增加。PtDnmt2 的表达趋势

表明该基因 mRNA 转录激活始于囊胚期。囊胚期

细胞分裂加速 ,  胚胎细胞的分化始于原肠胚期 , 

PtDnmt2 表达从囊胚期开始出现并且在原肠胚期

显著上调, 我们推测其在这些胚胎发育时期的细

胞分化中具有重要功能 ,  与已有实验证实的

Dnmt2 基因在早期胚胎的细胞分化、特异性基因 
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图 2  PtDnmt2 基因 cDNA 序列全长以及其推导编码的氨基酸序列 

方框标记的为起始密码子和终止密码子, 阴影部分为 C5-甲基化酶结构域. 

Fig. 2  Nucleotide sequence and deduced amino acids sequence of the PtDnmt2 gene in Portunus trituberculatus 
Initiation codon and stop codon are marked with shadow, underline and black box, respectively.  

C5-Cyt-DNA-methylase is marked with shadow. 
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图 3  PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹胚胎时期的表达 

不同的小写字母表示不同时期间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Expression of PtDnmt2 gene in embryonic  
development of Portunus trituberculatus 

Different small letters indicate significant difference  
in different stages (P<0.05). 

 

 
 

图 4  PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹溞状幼体和 

大眼幼体时期的表达 

不同的小写字母表示不同时期间差异显著(P<0.05). Z1-1:  

溞状幼体 1 期第 1 天; C-1: 大眼幼体第 1 天. 

Fig. 4  Expression of PtDnmt2 gene in zoea and  
megalops larva of Portunus trituberculatus 

Different small letters indicate significant difference in  
different stages (P<0.05). Z1-1: the first day in the stage  

one of zoea larva; C-1: the first day of megalopa  
larva, by parity of reasoning. 

 

表达中发挥重要功能相一致[7, 9]。Dnmt2 基因在甲

壳动物幼体阶段相关研究较少 , 本研究发现 , 

PtDnmt2 的表达量在幼体发育不同时期存在显著

差异, 表明 PtDnmt2 参与了三疣梭子蟹幼体发育

调控过程。 

对三疣梭子蟹 PtDnmt2 基因组织分布和性腺

差异性表达分析发现, PtDnmt2 基因在三疣梭子

蟹所有组织中均有表达, 但表达的差异较大, 在 

 
 

图 5  PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹不同 

组织中的表达分布 

不同小写字母表示组织间差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Expression of PtDnmt2 gene in different  
tissues of Portunus trituberculatus 

Different small letters indicate significant difference  
in different tissues (P<0.05). 

 

 
 

图 6  PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹卵巢发育 

不同时期的表达 

不同的小写字母表示不同时期间差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  Expression of PtDnmt2 gene in ovary of Portunus 
trituberculatus in different gonadal stages 

Different small letters indicate significant difference  
in different stages (P<0.05). 

 

 
 

图 7  PtDnmt2 基因在三疣梭子蟹精巢发育 

不同时期的表达 

不同的小写字母表示不同时期间差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  Expression of PtDnmt2 gene in testis of Portunus  
trituberculatus in different gonadal stages 

Different small letters indicate significant difference  
in different stages (P<0.05). 
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卵巢、精巢和肌肉组织中表达量显著高于其他组

织(P<0.05)。对卵巢组织发育不同时期的表达分析

发现, PtDnmt2 基因在卵巢组织发育 I 期和 II 期表

达量最高并显著高于其他时期(P<0.05), 与 Dnmt2

基因在罗氏沼虾卵巢不同发育时期中的表达规律

相似。根据以上结果推测, PtDnmt2 基因在三疣梭

子蟹卵巢早期发育调控中有重要作用。已有研究

表明, Dnmt2 参与了精子发生和成熟调控。Kiani

等[20]通过敲除小鼠(Mus musculus) Dnmt2 基因发

现, 小鼠精子中 tRNA 甲基化水平显著下降。徐

丹丹[21]通过免疫组化等方法发现, 小鼠精子成熟

过程甲基化水平呈下降趋势, Dnmt2 的表达量与

tRNA 的含量也逐渐递减 , 认为 Dnmt2 通过对

tRNA 的甲基化修饰参与了小鼠精子成熟发育过

程。本研究对 PtDnmt2 基因在精巢不同时期的表

达分析发现, PtDnmt2 的表达量从 I 期到 IV 期显

著上升, 由此推测 PtDnmt2 基因参与调节三疣梭

子蟹精子成熟调控。 

本实验首次克隆获得三疣梭子蟹 PtDnmt2 基

因 cDNA 全长, 初步分析了 PtDnmt2 在三疣梭子

蟹不同组织, 胚胎、幼体、和性腺发育不同时期

表达差异, 推测其参与了三疣梭子蟹胚胎、幼体

发育和性腺成熟发育的调控, 该结果为进一步了

解甲基化对三疣梭子蟹和其他甲壳动物生长发育

的作用提供参考。 
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Molecular cloning of the DNA methyltransferase-2 gene and its    
expression during embryonic, larval, and gonadal development in the 
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Abstract: DNA Methyltransferase-2 (Dnmt2) is one of the most widely distributed DNA methyltransferases in 
eukaryotes and plays important roles in eukaryotic development. In this study, the full-length cDNA of the Dnmt2 
gene is first cloned from the swimming crab (Portunus trituberculatus) using rapid amplification of cDNA ends 
(RACE). The length of Dnmt2 cDNA is 1291 bp, and contains a 1203 bp open reading frame that is predicted to 
encode 400 amino acids. Structural domain analysis revealed that the protein of PtDnmt2 contains a typical me-
thyltransferase structural domain. Homology analysis revealed that the PtDnmt2 in P. trituberculatus exhibits high 
identity with those in other species. Phylogenetic analysis showed that the amino acids of PtDnmt2 are in the same 
branch as those of Macrobrachium rosenbergii. PtDnmt2 was found to be expressed in all tested tissues, and 
highly expressed in ovary and heart tissues (P<0.05). PtDnmt2 showed stage-specific expression during embry-
onic and larval development. No expression was detected in the zygote and multicellular stages. It was, however, 
detected from the blastula stage, after which expression increased gradually with embryonic development. Ex-
pression of PtDnmt2 changed significantly during gonadal development. During ovarian development, the highest 
expression occurred in stage II after which the level dramatically decreased. During testis development, the ex-
pression of PtDnmt2 increased gradually and reached its peak in stage IV. The results suggest that PtDnmt2 is 
important in the regulation of embryonic, larval, and gonadal development, and will provide useful information for 
further research on the roles of DNA methylation in developmental regulation in P. trituberculatus. 
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